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(57) Abstract 

The invention concerns a medium for viral propagation and growth on cultivated cells, characterised in that it is free of human or 
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(57) Abrege* 

LMnvention a pour objet un milieu de propagation et de multiplication virales sur des cellules en culture, caracterise" en ce qu'il est 
ddpourvu de prolines humaines ou animales et en ce qu'il comprend des prolines ou glycoproteines extraites de pommes de terre ou 
de concombre, ayant un potentiel mitogene et dont le poids moleculaire est compris entre 1 000 et 200 000 daltons et/ou des hydrolysats 
d*ex traits veg&aux. 
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MILIEU ET PROCEDE DE PROPAGATION ET DE MULTIPLICATION VIRALES 

La presente invention est relative a un milieu et a un procede de propagation et de 
multiplication virales sur des cellules en culture, notamment pour la production de 
5 vaccins. 

La production de vaccins viraux, qu'ils soient simplement attenues, inactives, sous- 
unitaires ou recombinants, implique la production, a grande echelle, de virus. 
Cette production peut etre effectuee, selon la nature du virus, sur differents supports 
1 0 peimettant la replication du virus ; ainsi, par exemple, pour la plupart des vaccins contre 
la grippe actuellement commercialises, la proliferation des virus est effectuee sur des 
oeufs de poules embryonnes, alors que pour certains vaccins contre l'encephalite 
japonaise, cette etape est effectuee sur des cerveaux de souris. 
Or, l'utilisation de tels supports pose de nombreux problemes : disponibilite, 

1 5 reproducibility mais surtout securite du fait des contaminations possibles par des 
virus, des mycoplasmes ou tout autre element indesirable provenant du support. De 
plus en plus, on cherche done a s'affranchir de tels supports et on utilise, a chaque 
fois que cela est possible, des cultures cellulaires que Ton infecte par une faible 
quantite du virus a produire et que Ton maintient ensuite dans des conditions 

20 favorables a la replication des virus a Tinterieur des cellules infectees, ainsi qu'a la 
propagation de l'infection d'une cellule a l'autre. Les virus produits sont ensuite 
recoltes, soit a partir du milieu de culture dans lequel baignent les cellules lorsqu'il 
s'agit de virus intracellulars quittant la cellule apres leur bourgeonnement (ce qui 
a notamment pour avantage de permettre de realiser plusieurs recoltes de virus 

25 avec les memes cellules en culture), soit par traitement des cellules elles-memes 
lorsqu'il s'agit de virus intracellulaires. 

Ces techniques impliquent de disposer de cultures cellulaires de bonnes qualites ; 
de nombreux developpements de Fart anterieur ont done porte sur l'amelioration 
des cultures cellulaires et notamment sur les milieux de culture utilises. Afin de 
30 limiter les risques de contamination des cellules par des mycoplasmes, des virus , 
des agents de l'encephalopathie bovine spongiforme ou tout autre agent 
transmissible non conventionnel, il a ete propose d'utiliser des milieux de culture 
depourvois de serum, et meme de proteine, ainsi que cela est decrit dans la 
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demande de brevet WO 96/15231. De fa9on alternative, la demande FR 2732347 
propose I'utilisation de milieu de culture cellulaire depourvu de serum animal, mais 
contenant des extraits vegetaux. 

Ainsi, grace a I'utilisation de tels milieux pour Petape de culture des cellules, la 
5 securite des produits obtenus a l'aide des cellules ainsi produites est accrue. 
Cependant, lorsqu'il s'agit de produire des virus entrant dans la composition de 
vaccins, les etapes consecutives a cette phase de culture cellulaire, doivent, elles 
aussi, presenter le maximum de securite. 

En effet, de maniere classique, et ainsi que cela est decrit dans le brevet US 
10 4525349 lorsqu' on utilise des cellules en culture pour la production de virus, une 
fois la phase de culture des cellules effectuee, le milieu qui a ete utilise pour la 
culture cellulaire est evacue puis remplace par un nouveau milieu dans lequel les 
cellules baignent pendant un moment afin d'etre lavees ; ce nouveau milieu est 
ensuite elimine ; cette operation de lavage des cellules peut eventuellement etre 
1 5 renouvelee un certain nombre de fois. 

On introduit, ensuite, dans la culture cellulaire un nouveau milieu qui va permettre 
aux cellules d'une part de survivre et d'etre infectees par les virus et d'autre part, 
de disposer d 'elements suffisants pour etre le support de la replication de ces virus. 
Or, ainsi que cela est decrit dans 1'article « Protein-free culture of Vero cells : A 
20 substrate for replication of human pathogenic viruses », Cell Biology 

International, VolJ 7 N°9,J993 pp885-895, meme dans le cas ou la culture 
cellulaire est realisee en milieu sans proteine, le milieu de culture utilise dans Tart 
anterieur lors de cette etape de multiplication et de propagation virales contient 
generalement du serum de veau foetal ou pour limiter les problemes de 
25 contamination , du moins de Talbumine humaine. L'utilisation de Talbumine 

humaine, a ce stade d'un procede de fabrication de vaccins viraux, est consideree 
sans risque pour la qualite du vaccin. Cependant, dans le but d'eliminer 
completement tout risque, meme theorique, il serait souhaitable de pouvoir 
disposer d'un milieu apte a la propagation et a la multiplication de virus sur un 
30 support constitue par des cellules en culture, depourvu de proteine humaine ou 
animale, meme d'origine recombinante, mais permettant cependant des 
rendements de production compatibles avec les exigences industrielles afin de ne 
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pas accroitre les couts de production des vaccins comprenant des vims produits sin- 
cellules en culture. 

Le but de l'invention est notamment de proposer un tel milieu. 

5 Un autre but de l'invention est de proposer un milieu et un procede de 
propagation et de multiplication virales permettant ensuite, lorsque cela est 
souhaite, de proceder a une etape d'inactivation des virus. 

Pour atteindre ces differents buts, la presente invention a pour objet un milieu de 
10 propagation et de multiplication virales sur des cellules en culture, caracterise en ce 
qu'il est depourvu de proteines humaines ou animales , meme d'origine 
recombinante, et en ce qu'il comprend des elements d'origine vegetale. 

Selon une caracteristique de l'invention, le milieu de propagation et de 
1 5 multiplication virales comprend des proteines ou glycoproteines extraites de 

pommes de terre ou de concombre, ayant un potentiel mitogene et dont le poids 
moleculaire est compris entre 1 000 et 200 000 daltons. 

Selon un mode particulier de realisation, le milieu selon la presente invention 
20 comprend des hydrolysats vegetaux. 

Selon une caracteristique particuliere de l'invention, les proteines ou 
glycoproteines sont extraites de pommes de terre. 

25 Selon une autre caracteristique de l'invention, les proteines ou glycoproteines sont 
obtenues de la maniere suivante : 

- lavage et broyage des vegetaux, 

- dilution en milieu aqueux, 

- thermocoagulation du melange obtenu , 
30 - purification par chromatographic 



Selon une caracteristique de l'invention, les hydrolysats vegetaux sont obtenus par 
hydrolyse chimique et/ou enzymatique de matieres premieres telles que le coton, le 
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soja, Ie ble ou le riz. De particulierement bons resultats ont ete obtenus avec les 
produits de la gamme HyPep ™ fournis par la Societe QUEST 
INTERNATIONAL, en particulier avec les produits comprenant une forte 
proportion de peptides dont la masse moleculaire est inferieure a 1000 daltons. 

5 

Selon une autre caracteristique, le milieu de propagation et de multiplication virales 
selon Tinvention est particulierement adapte a la multiplication virale sur cellules 
VERO. 

10 Selon une autre caracteristique, le milieu de propagation et de multiplication virales 
selon Tinvention est particulierement approprie a la multiplication des virus de 
l'encephalite japonaise, des virus de la poliomyelite, des virus de la rage. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de fabrication de vaccins 
1 5 viraux comportant une phase de production virale sur cellules en culture, 

caracterise en ce qu'on procede a la phase de propagation et de multiplication des 
virus en presence d'un milieu depourvu de proteirie humaine ou animate meme 
d'origine recombinante , et comprenant des extraits vegetaux. 

20 La presente invention sera mieux comprise a la lecture de la description qui va 
suivre. 

Le milieu et le procede selon Tinvention sont adaptes a la production de tous les 
virus aptes a se repliquer sur des cultures cellulaires. II peut notamment s'agir des 

25 virus appartenant aux families suivantes : orthomyxovirus, paramyxovirus, 
reovirus, picornavirus, flavi virus, arenavirus, herpesvirus, poxvirus, et les 
adenovirus. II peut egalement s'agir de virus recombinants. De maniere 
particuliere, Tinvention est particulierement adaptee a la production de virus 
susceptibles de rentrer dans la composition de vaccins, et notamment de vaccins 

30 humains pour lesquels les exigences de securite sont maximales. II peut en 

particulier s'agir des virus de la poliomyelite, de la rage, de l'encephalite japonaise, 
de la fievre jaune, de la rubeole, des oreillons, de la Dengue, de la rougeole, des 
differentes hepatites, du SID A, de la varicelle, de Therpes, des maladies 
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provoquees par le virus syncytial respiratoire, le cytomegalovirus, l'EBV, les 
rotavirus ou la grippe. 

La presente invention est particulierement avantageuse pour la production des 
virus responsables de la poliomyelite, de la rage, de l'encephalite japonaise, de la 
5 rubeole, de la varicelle, de l'hepatite A, de la grippe, de la Dengue, de la rougeole, 
des oreillons. 

Les cellules susceptibles d'etre utilisees pour la production de virus selon 
Tinvention sont toutes les cellules aptes a se multiplier en culture et permissives au 
10 virus que Ton souhaite produire. II peut notamment s'agir de cellules VERO, de 
cellules CV-1, de cellules LLC-MK2, de cellules MDCK, de cellules MDBK, de 
cellules WI-38, de cellules MRC5 (fibroblastes humains), ou encore de cellules 
BHK2 1 . On a obtenu de particulierement bons resultats avec des cultures de 
cellules VERO ou des cultures de cellules MRC5. 

1 5 La culture cellulaire peut etre effectuee selon les differentes techniques 

habituellement utilisees : en cytoculteurs, en flacons roulants, sur boTtes de Roux, 
sur Multitray™, sur Cell-Cube™. On prefere, pour des raisons industrielles, effectuer 
la culture cellulaire en cytoculteurs, en utilisant des microsupports constitues par 
exemple par des billes de Cytodex™ 

20 Cette culture cellulaire peut etre realisee dans differentes conditions , notamment 
en ce qui concerne le milieu utilise ; il est en effet possible, de mettre en ceuvre la 
presente invention alors que le milieu de culture utilise pour la phase de croissance 
cellulaire contenait du serum ou du moins des proteines humaines ou animales ; 
dans ce cas, bien sur, il sera necessaire de proceder a un lavage parfait des cellules 

25 avant leur infection, afin de ne pas perdre l'avantage apporte par la mise en ceuvre 
de Tinvention en ce qui concerne P absence de risque de contamination. 
Cependant, on prefere utiliser des cultures cellulaires obtenues en utilisant un 
milieu de culture cellulaire depourvu egalement de proteines d'origine humaine ou 
animale. 

30 Selon la nature des cellules utilisees et des virus a produire, le moment le plus 
opportun pour proceder a Pinfection des virus par un inoculum du virus peut 
varier. En general, on procede a cette operation plutot au milieu ou en fin de la 



WO 99/47648 



-6- 



PCT/FR99/00578 



phase exponentielle de croissance ; on a remarque, en efFet, que dans ces 
conditions, les resultats obtenus etaient particulierement satisfaisants. 

Selon l'invention, le milieu de culture utilise pour l'etape de propagation et de 
5 multiplication virales est un milieu depourvu de proteine humaine ,animale ou 
recombinante, mais comprenant des proteines ou glycoproteines extraites de 
pommes de terre ou de concombre, ayant un potentiel mitogene et dont le poids 
moleculaire est compris entre 1000 et 200 000 daltons et/ou des hydrolysats 
d'extraits vegetaux. Ce milieu est un milieu pouvant comprendre tout ou partie 

10 des elements classiquement utilises pour la multiplication virale, tel que le milieu 
HAM F 12, mais additionne d'extraits vegetaux, obtenus par exemple de la 
maniere suivante : 
-reduction de la pulpe vegetale, 
-traitement de la pulpe obtenue par un solvant, 

15 -evaporation du solvant, 

-purification de l'extrait obtenu par chromatographic 
Le potentiel mitogene des proteines ou glycoproteines convenant aux fins de 
l'invention peut etre apprecie grace notamment a des tests d'analyse de croissance 
cellulaire et d'activite mitogenique, tels que les tests de coloration au M.T.T. 

20 

Les extraits vegetaux convenant aux fins de l'invention sont notamment ceux 
decrits dans la demande de brevet FR 2732347. On peut egalement utiliser les 
produits commercialises par la Societe Biomedia sous la denomination GCR1003, 
TCR1005, ou BCR1008 , seuls ou en combinaison, ou encore le produit 
25 PROLIFIX commercialise egalement par cette Societe et comprenant tous les 
elements nutritifs du milieu classique HAM F 12 additionne des extraits vegetaux 
appropries. 

Alternativement, il est possible d'utiliser un milieu classique HAM F 12 additionne 
30 d'hydrolysats vegetaux tels que les produits HyPep™ a raison de 5g/l. 
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II est possible egalement d'utiliser un milieu comprenant a la fois les proteines ou 
glycoproteines obtenues par thermocoagulation de la pulpe de vegetaux et des 
hydrolysats vegetaux tels que ceux mentionnes ci-dessus. 



5 De plus, il est possible d'ajouter a ces milieux tout autre element susceptible 

d'ameliorer ou de faciliter une des etapes conduisant a Tobtention d'un vaccin, de 
meme qu'il est possible de modifier legerement ce milieu sans en changer les 
caracteristiques. 

10 Les exemples qui suivent illustrent, de fafon non limitative des modes de 
realisation de 1'invention. 

EXEMPLE 1 PRODUCTION DE VACCINS CONTRE L'ENCEPHALITE 
JAPONAISE. 

15 

On utilise pour produire le vims responsable de Fencephalite japonaise des cellules 
VERO. Les cellules utilisees sont des cellules issues de la souche distribute par 
TATCC ( American Type Culture Collection) sous le N° ATCC-CCL 81- VERO F 
1415 qui est au 124 cme passage et qui est amene au 137"* passage de fa9on 
20 conventionrielle. Le virus que Ton souhaite produire est le virus de la souche P3 au 
88 OTC passage fourni par le NVSL 

On remplit la cuve d'un cytoculteur de 15 litres avec du milieu ISCOVE additionne 
de 4% de serum de veau contenant des microporteurs Cytodex 7™ a une 
concentration de 3,5g/l. On ensemence le milieu par un inoculum de cellules VERO 

25 a raison de 200 000 cellules /ml. 

La culture est amplifiee et subcultivee 2 fois par semaine tous les 4-5 jours. Les 
concentrations cellulaires que Ton obtient sont comprises entre 2 et 3. 10 6 par ml. 
On rince ensuite la suspension cellulaire obtenue avec le milieu de propagation 
virale dans le but d'eliminer le maximum de serum de veau residuel. 

30 Afin de tester un milieu selon l'invention comparativement a un milieu de Tart 
anterieur, on effectue la meme operation en parallele, dans plusieurs cytoculteurs 
identiques ,avec 2 milieux differents : 
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- un milieu selon l'invention constitue par le milieu HAM F 12 (fourni par Life 
Technologies GBCO) additionne par du milieu PROLIFIX II foumi par la Societe 
BIOMEDIA , a une concentration 10 fois celle indiquee a leur catalogue de 1996, 
dans une proportion de 1 volume de PROLIFIX II concentre 10 fois pour 10 

5 volumes de HAM F 12, 

- un milieu selon Tart anterieur constitue par le milieu ISCOVE( fourni par Life 
Technologies GTBCO) additionne par de Palbumine humaine afin d'obtenir une 
concentration finale en albumine dans le milieu de 0,3%. 

) Apres rincage, un inoculum de virus est introduit dans chacun des cytoculteurs, en 
quantite correspondant a une MOI (Multiplicity Of Infection) de 1/6000. 
Le contenu des cytoculteurs est ensuite maintenu sous agitation a une temperature 
de 37°C pendant 3 jours, puis on procede a la 1*" recolte par recuperation du 
milieu de propagation virale qui est devenu une suspension virale, que Ton 
remplace dans chacun des cytoculteurs par une quantite egale de milieu frais de 
meme nature ; on effectue ensuite toutes les 24 heures une recolte du milieu de 
propagation, ceci jusqu'a 5 recoltes. Chacune des recoltes est filtree sur filtre dont — 
le seuil de coupure est de 0,22um, et stockee a +5°C en attendant d'etre melangee 
avec les 4 autres recoltes issues du meme cytoculteur. 

Lorsque les 5 recoltes ont ete effectuees, elles sont melangees, puis ce melange est 
concentre par filtration jusqu'a un facteur de 100. Le melange constitue par les 5 
recoltes issues d'un meme cytoculteur constitue un lot. 

Afin de determiner la quantite de virus produits, on realise pour chacun des lots 
produits un test de 1'activite infectieuse. Le test est realise de 2 facons differentes : 
soit en activite infectieuse mesuree sur nappe cellulaire, soit en activite infectieuse 
mesuree sur souris par inoculation intracerebrale aux souris, observation des 
animaux pendant 14 jours et calcul de DL50 . 

Les resultats sont exprimes en Log 10 de particules infectieuses par litre de 
cytoculteur. Lorsqu'on considere le titrage sur cellules, la moyenne des resultats 
obtenus pour les differents lots produits en utilisant un milieu selon l'invention est 
de 8,84 alors que la moyenne obtenue pour les lots produits en utilisant un milieu 
selon Part anterieur est de 7,85. Si on considere le titrage sur souris, la moyenne 
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pour les lots produits selon l'invention est cette fois de 9,22 alors que la moyenne 
des lots produits avec un milieu selon Tart anterieur est de 9,30. On constate done, 
de fa?on inattendue , que les resultats obtenus avec le milieu selon l'invention sont 
equivalents a ceux obtenus avec un milieu de Tart anterieur, alors qu'on s'attendait 
5 a ce que le defaut d'albumine qui est une proteine consideree comme jouant un role 
important dans le transport des elements nutritifs a Tinterieur de la cellule, ait pour 
consequence une reduction importante de la quantite de virus produits. 

Les lots obtenus ont ensuite ete inactives par l'ajout d'une solution de 
10 formaldehyde en quantite permettant d'avoir une concentration finale dans le 
melange de 1/4000 et maintenue a temperature ambiante sous agitation continue 
pendant 14 jours. La verification de 1'inactivation par un controle selon le 
protocole recommande par TOMS ( Rapport technique 771 de 1988) a montre que 
les lots produits etaient conformes aux recommandations de TOMS. 

15 

Ces lots inactives ont ensuite ete purifies par chromatographic echangeuse d'ions 
et par gel filtration afin d'en eliminer toutes les proteines virales et les impuretes 
residuelles non souhaitees dans les vaccins. Le melange obtenu a ensuite ete 
formule pour conduire a la production de doses vaccinales. La bonne qualite des 

20 vaccins produits a ete verifiee grace au test d'immunogenicite sur souris 

recommande par TOMS pour les vaccins contre I'encephalitejaponaise, consistant 
a determiner le taux d'anticorps meutralisants produits par des souris immunisees. 
L'activite des vaccins produits selon le procede de Tinvention n'etant pas inferieure 
a celle des vaccins de Tart anterieur, cela confirme qu'il est possible, grace au 

25 milieu et au procede selon l'invention, de produire des vaccins viraux dans des 
conditions de securite accrue, en s'affranchissant de l'utilisation d'albumine. 

EXEMPLE 2 : COMPARISON DE DIFFERENTS MILIEUX SELON 
L'INVENTION. 

30 

On utilise pour tester differents milieux de fa9on comparative, des flacons de 150 
cm 3 - que Ton remplit par 50 ml de milieu ISCOVE additionne de 4 % de serum de 
veau. Ce milieu est ensemence par un inoculum de cellules VERO a raison de 
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250000 cellules / cm 1 . Les flacons sont laisses 4-5 jours a 37 ° C puis sont rinces 
au moyen du milieu de multiplication et de propagation virales. 
Les milieux utilises sont les suivants : 

- un milieu A qui est un un milieu selon Tart anterieur constitue par le milieu 
5 ISCOVE( foumi par Life Technologies GIBCO) additionne par de Talbumine 

humaine afin d'obtenir une concentration finale en albumine dans le milieu de 
0,3%, 

- un milieu B constitue par du milieu HAM F 12 additionne des molecules 
mitogenes suivantes : 

10 * BCR 1008 a raison de 10 " 3 g/1 

* TCR 1005 a raison de 10 g/1 

* GCR 1003 a raison de lO^g/l. 

- un milieu C constitue par le milieu cite ci-dessus ( HAM F 12 additionne de BCR 
1008, de TCR 1005, de GCR 1003) mais comprenant en outre lg/1 du produit 

1 5 HYPEP 4602 constitue par de l'hydrolysat de gluten et fourni par la Societe 
QUESTEL International, 

- un milieu C identique au milieu C mais dans lequel la concentration en HYPEP 
4602 est de 5g/l 

- un milieu D constitue par du milieu HAM F 12 additionne de HYPEP 4602 a 
20 raison de lg/1, mais depourvu des molecules mitogenes BCR 1008, TCR 1005, ou 

GCR 1003. 

• un milieu D' identique au milieu D mais dans lequel la concentration en HYPEP 
4602 est de 5g/l. 

Apres rinfage,un inoculum de virus de l'encephalite japonaise identique a celui de 
25 Pexemple precedent, est introduit dans chacun des flacons en quantite 
correspondant a une MOI de 1/6000. 

Le contenu des flacons est ensuite maintenu pendant 3 jours a 37°C avant que Ton 
procede a la 1** recolte. Lesrecoltes suivantes sont effectuees de la meme maniere 
que decrite a 1'exemple precedent. 
30 Les tests de determination de titre infectieux sont effectues sur cellules BHK21 et 
donnent les resultats suivants, exprimes en DICC 50 /ml ( Log 10) : 
Milieu A : 4,6 
Milieu B :5,1 
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Milieu C : 5,0 
Milieu C : 5,6 
Milieu D : 5,4 
Milieu D' : 6,3. 

5 Ces resultats confinment que les milieux selon l'invention permettent d'obtenir 
d'aussi bons rendements, si ce n'est meilleurs que les milieux selon Fart anterieur 
qui contiennent de l'albumine. 

EXEMPLE 3 PRODUCTION DE VACCIN CONTRE LA RAGE 

10 

On realise une culture de cellules VERO dans un cytoculteur de 21 en milieu 
classique, puis apres lavage, on infecte les cellules par du virus de la rage avec une 
MOI de 1/1000, et on maintient les cellules dans un milieu identique a celui decrit a 
Pexemple 1 (soit milieu HAM F12 supplement^ en PROLEFIX™ II) ; la meme 

15 experience est realisee de fa?on parfaitement identique, dans un autre cytoculteur 
de meme capacite, avec comme seule difference 1'utilisation d'un milieu de 
propagation et de multiplication virales de Tart anterieur comprenant de l'albumine 
humaine. On effectue des recoltes successivement 4, 5 , 6 et 7 jours apres 
Tinfection. Les numerations effectuees sur les recoltes obtenues grace au milieu 

20 selon l'invention et sur les recoltes obtenues grace au milieu selon Fart anterieur 
ont permis d'obtenir des resultats comparables avec les 2 milieux ; de meme, les 
titres infectieux des virus obtenus etaient equivalents. 

Ces resultats demontrent done la possibility de produire sur cellules du virus contre 
la rage. 

25 

EXEMPLE 4 PRODUCTION DE VACCIN CONTRE LA POLIOMYELITE. 

On a effectue des essais de production de virus de la poliomyelite de type 1 sur 
des cellules VERO en culture. Les titres infectieux des virus obtenus en utilisant un 
30 milieu de propagation et de multiplication virales selon l'invention ayant la 
composition decrite a 1'exemple 1 etaient equivalents a la moyenne des titres 
infectieux obtenus avec les recoltes effectuees avec le milieu utilise pour la 
fabrication des vaccins actuellement commercialises. 
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REVENDICATIONS 

1. Milieu de propagation et de multiplication virales sur des cellules en culture, 
5 caracterise en ce qu'il est depourvu de proteine humaine ou animale, meme 

d'origine recombinante, et en ce qu'il comprend des extraits vegetaux. 

2. Milieu selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend des proteines 
ou glycoproteines mitogenes extraites de pommes de terre ou de concombre. 

10 

3. Milieu selon une des revendications precedent es, caracterise en ce que les 
proteines ou glycoproteines sont obtenues de la maniere suivante : 

■ reduction de la pulpe de pomme de terre ou de concombre, 

■ traitement de la pulpe par un solvant, 
15 ■ traitement par thermocoagulation, 

■ purification par chromatographic. 

4. Milieu selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
comprend des hydrolysats d' extraits vegetaux. 

20 

5. Milieu selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que les 
cellules utilisees pour le support de la propagation et de la multiplication virales 
sont des cellules VERO. 

25 6.Milieu selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que les virus 
produits sont des virus de 1'encephalite japonaise, de la rage, de la poliomyelite, de 
1'hepatite A, de la grippe, de la Dengue, de la rougeole, des oreillons, de la 
varicelle, de la rubeole. 

30 7. Milieu selon une de revendications precedentes, caracterise en ce que les virus 
produits sont des virus de 1'encephalite japonaise destines a etre utilises dans des 
vaccins humains. 
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8. Procede de fabrication de vaccins viraux comportant une phase de production 
virale sur cellules en culture, caracterise en ce qu'on procede a la phase de 
propagation et de multiplication des virus en presence d'un milieu depourvu de 
proteine humaine ou animale, meme d'origine recombinante, mais comprenant des 

5 extraits vegetaux. 

9. Procede selon la revendication precedente, caracterise en ce que le milieu de 
propagation et de multiplication virales comprend des proteines ou glycoproteins 
extraites de pommes de terre ou de concombre, ayant un potentiel mitogene et 

10 dont le poids moleculaire est compris entre 1 000 et 200 000 daltons. 



10. Procede selon une des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que le milieu de 
propagation et de multiplication virales comprend des hydrolysats vegetaux. 
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